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HERE S ARUN FE RE Antheraea Peroi 消 育 肾 体 液 防 卫 的 某 些 特性 做 了 报道 。 结 果 表 明 : (1) 

经 注射 大 肠 杆菌 诱导 6h 后， 体液 中 出 现 了 抗 获 活性 物质 。 诱 导 7d 后 ， 抗 菌 活 力 达到 峰 
值 ，15d 后 活力 消失 。 用 生理 盐水 诱导 的 反应 较 快 4d 后 达到 峰值 ，10d 后 活力 消失 .(2) 
经 大 肠 杆 菌 诱 导 后 的 体液 对 苏 芝 金 杆 菌 、 大 肠 杆 菌 、 枯 草 杆菌 及 金黄 葡萄 球 蓝 均 有 杀菌 效 
应 。 在 最 初 Smin 内 杀菌 效率 较 高 。 注 射 生理 盐水 诱导 的 体液 较 大 肠 杆菌 诱导 的 杀菌 效果 
低 .(3) 用 昆虫 病原 菌 苏 芸 金 杆菌 及 非 病 原 菌 大 肠 杆 菌 作 不 同 的 诱导 源 ， 诱 导 1d 后 的 体液 
对 大 肠 杆 菌 的 抗菌 活力 差别 不 显著 ， 但 对 栋 蛋 肾 的 生活 力 及 发 育 有 明显 影响 ， 用 苏区 金 杆 
AB SHE ei AM 3d 后 死亡 ， 用 大 肠 杆菌 诱导 的 肾 能 正常 羽化 .(4) 在 一 定 范围 内 用 不 
同 剂 量 的 大 肠 杆菌 进行 诱导 ， 其 抗菌 活力 不 受 影响 ， 但 超过 一 定 限度 ， 既 使 是 非 病原 菌 也 
可 以 突破 昆虫 的 防卫 功能 。 
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近年 来 的 研究 已 经 确 知 昆 虫 的 防卫 机 能 包括 细胞 防卫 及 体液 防卫 。 体 液 防卫 是 由 细 
菌 侵入 昆虫 体内 或 其 它 化 学 、 物 理 因 素 的 刺激 经 一 定时 间 ( 数 小 时 ) 的 诱导 后 ， 在 体内 出 现 
抗菌 活性 物质 以 对 抗 次 生性 感染 ~ 9. Boman 等 日 从 体液 的 抗菌 活性 物质 中 分 离 出 10 种 
抗菌 肽 ， 其 中 天 看 素 ( cecropins) 具 有 很 强 的 杀菌 活性 ， 而 且 是 广 谱 性 的 。Boman 等 还 证 
明 抗菌 活性 物质 是 在 接受 诱导 源 的 刺激 之 后 在 体内 新 合成 的 。 如 果 在 昆虫 体内 先 注入 放 
线 菌 素 D 或 放 线 菌 酮 等 蛋白 合成 抑制 剂 后 ， 再 经 诱导 ， 则 不 会 出 现 抗菌 活性 物质 。 用 
组 织 培养 及 同位 素 标记 方法 证 明 脂肪 体 及 血细胞 具有 抗菌 活性 物质 生物 合成 的 能 力 &73。 
所 以 抗菌 物质 的 合成 可 能 是 多 途径 的 。 体 液 防卫 的 诱导 源 是 非 专 一 性 的 ， 它 与 抗菌 物质 
无 应 答 关系 9~ 0。 在 昆虫 的 免疫 过 程 中 ， 溶 菌 酶 及 凝集 素 的 活力 水 平 也 有 升 高 ， 说 明 它 
们 在 免疫 过 程 中 也 起 着 某 种 作用 。 一 般 认 为 溶菌 酶 在 清除 抗菌 物质 杀 死 的 细菌 方面 起 作 
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1 材料 与 方法 
1.1 材料 
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70% 的 条 件 下 保存 。 | 

实验 用 微生物 大 肠 杆 菌 Escherichia coli K-12 KI ETT PS Bacillus thuringiensis 来 
源 于 本 院 微生物 实验 室 ， 金黄 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus 及 枯草 杆菌 Bacillus subtilis 
来 源 于 中 国 科 学 院 微生物 研究 所 。 


12 方法 


121 菌 液 的 配制 : 以 无 菌 操作 法 取 指 数 生 长 期 (37 培养 20 ~ 2h HAA, A 
理 盐水 或 pH6.4 0.1 mol /L 的 磷酸 缓冲 液 配制 成 不 同 OD 值 (0.1 ~ 0.$) 的 甚 液 备用 。 
122 ”接种 诱导 与 体液 的 收集 : 取出 低温 保存 的 重音 置 20 C 下 平衡 1d。 接 种 时 破 昔 
取 肾 ， 在 肾 腹 部 倒数 第 三 节 处 ， 用 灭 菌 的 微量 注射 器 注 人 一 定量 的 配制 好 的 菌 液 进行 诱 
导 。 对 照 组 注射 无 菌 生理 盐水 、 或 不 做 处 理 ， 然 后 在 预定 的 时 间 收 集 血 淋巴 。 收 集 时 用 
灭 菌 针 刺 破 尾部 ， 待 体液 流出 后 收集 到 无 菌 小 瓶 中 ， 芯 即 加 入 少许 葵 硫 脲 结晶 ， 以 防止 
血液 氧化 变 黑 。 高 速 离心 (1000r /min) 15min， 上 清 液 即 为 诱导 后 的 体液 ， 取 出 后 置 
-70 C 保存 、 或 立即 进行 实验 。 

123 抗菌 活力 评价 : 用 活 细菌 直接 计数 法 及 抑 菌 斑 法 进行 。 前 者 取 符 测 样 经 稀释 后 置 
血球 计数 板 上 ， 在 显微镜 的 高 倍 镜 下 直接 记 数 即 可 。 后 者 是 将 已 高 压 灭 菌 的 LB 培养 基 
45 C 水 浴 中 溶化 ， 按 250mL 培养 基 加 入 1mL OD 0.1 的 大 肠 杆 菌 液 ( 相 当 于 4x 
10 /kL 个 细菌 )， 充 分 摇 匀 。 在 无 菌 条 件 下 倒 10mL 于 直径 9cm 的 培养 四 中 做 成 乎 
Ak, BAGH 4 C 冰箱 中 放 30 min， 取 出 后 在 无 菌 条 件 下 打 孔 ， 孔 径 3mm。 将 待 测 
的 诱导 后 的 体液 加 到 小 孔 中 ， 置 4 下 保存 2h， 令 其 充分 扩散 ， 然 后 转 到 37 C PH 
养 ，20h 后 取出 观察 抑 菌 班 ， 并 测量 其 直径 。 


2 ”结果 与 讨论 
2.1 ”体液 防卫 的 有 效 期 


用 生理 盐水 配制 的 Am OD 0.1 的 大 肠 杆菌 液 ， 每 头 滞 育 晴 注 射 20uL( 相当 于 8x 
10° / 头 个 细菌 ) 进行 诱导 ， 对 照 组 注射 20uL 生理 盐水 。 在 前 12h 内 每 2h 收集 一 次 诱 
导 后 的 体液 ， 以 观察 体液 防卫 机 能 出 现 的 时 间 。12h 后 每 2d 收集 一 次 。 每 次 收集 的 体 


液 立即 高 速 离心 15 min， 取 上 清 液 用 抑 菌 。_ 2.。 Asis 

斑 法 测量 其 抗菌 活力 的 有 效 期 ， 结 果 如 图 1。 Eis E d: 
PERE Py AE SAA BEE KR G10 
导 后 ， 均 在 6h 出 现 抗菌 活力 ， 抑 菌 斑 直 Ros 
0 


径 在 0.6 ~ 0.7cm。 从 图 1 可 以 看 出 抗菌 a ae E AE 
活性 可 持续 10 ~ 15d。 注 射 大 肠 杆菌 的 时 间 (d) 

在 诱导 7d 后 ， 其 抗菌 活性 达到 峰值 ， 抑 图 1 体液 抗菌 活力 的 有 效 期 

ADEE IK 1.6cm， 之 后 下 降 ，15d 后 活力 消失 。 注 射 生理 盐水 的 反应 较 快 ， 诱 导 4d 
ASH. MARHA 1.1 cm，10 d 后 活性 消失 。Keppi 4" A08 T PR Phormia 
terreanovae 抗菌 活力 出 现在 5 ~ 6h, 24h 后 达到 峰值 ， 他 没有 报道 活力 消失 的 时 间 ， 
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Hoffmann/?! H KAS Locusta migratoria (L.) 测定 了 其 体液 的 抗菌 动态 ， 结 果 与 我 们 的 实验 
一 致 ， 诱 导 期 14h， 抗菌 活性 增殖 期 6 — 8d, 15d AIEK. MEEA AMK KERK 
验 结果 都 说 明 诱 导 后 体液 的 抗菌 活性 有 效 期 可 持续 15d 左右 ， 其 中 前 一 半 时 间 是 活性 
增殖 期 ， 后 一 半 时 间 是 活性 的 逐渐 消失 期 。 


22 ”诱导 后 体液 的 广 谱 抗 菌 效 应 
FH OD 0.1 的 大 上 肠 杆菌 液 按 每 头 注射 20 红 诱导 7d《 活 性 的 增殖 期 ) 对 照 组 注射 等 


5 “一 一 大 肠 杆 菌 诱导 。 量 的 无 菌 生理 盐水 诱导 4d， 分别 取 血 淋 

4 ,| TERRI? — 巴 高 速 离心 ， 上 清 液 低温 保存 备用 。 再 用 

n i B pH6.4 0.1 mol 氏 的 磷酸 盐 缓冲 液 配制 成 

OD 0.1 的 金黄 葡萄 球菌 液 (5.5 x 10* / uL 

v ^ 个 细菌 )、 枯 草 杆菌 液 (3.2x 10* /xL 个 细 

al 1 A). HES AR(52x 10 /uL 个 细 

rap 5 10 15 20 | 5 10 15 20 BD 及 六 肠 杆 菌 液 (39xl0 /AL 个 细 

本 菌 ) ， 诱 导 后 体液 浓度 为 1%， 用 活 细 著 

d 4 计数 法 测定 20 min 内 诱导 体液 对 上 述 4 
3 c 3h i 种 不 同 细菌 的 杀 死 效应 ， 结 果 见 图 2. 

: 从 图 2 可 以 看 出 用 大 肠 杆菌 诱导 7d 


的 体液 和 用 生理 盐水 诱导 4d 的 体液 对 以 
上 4 种 细菌 均 有 杀 死 效应 。 这 也 说 明 梓 午 
5 10 15 E» E 10 15 20 肾 诱 导 后 体液 中 的 活性 物质 的 杀菌 效果 是 
PEE od 广 谱 性 的 ， 没 有 应 答 上 的 专 一 性 。 从 杀菌 
A 全 半生 于 站 9 Perec were, 。 时 间 上 看 、 最 初 5min 内 杀菌 量 多 ， 以 后 
D. 33524 B6 15min 内 杀菌 量 增加 不 多 ， 这 一 事实 与 
Boman"? 及 Hultmark0 的 结果 一 致 。 另 外 ， 用 生理 盐水 诱导 比 用 大 肠 杆菌 诱导 的 杀 蓝 活 
性 要 低 ， 这 一 结果 与 图 1 是 一 致 的 。 从 图 2 的 4 种 细菌 对 比 中 可 以 看 出 诱导 后 的 体液 对 
苏 芸 金 杆 菌 的 杀菌 作用 最 低 。 这 与 苏 圭 金 杆 菌 是 鳞 翅 目 昆虫 的 致 病菌 ， 而 其 他 3 种 细菌 
是 非 致 病菌 相关 。 这 也 说 明 致 病菌 对 昆虫 的 诱导 体液 无 论 是 在 体内 还 是 体外 都 有 一 定 的 
抵抗 能 力 。 


23 不 同 诱导 源 对 杆 短 师 抗 菌 活力 的 影响 


用 生理 盐水 配制 OD 0.1 的 大 肠 杆菌 液 (4x10 /xL 个 细菌 ) 作 为 非 病 原 菌 诱导 源 ， 
每 头 注射 25xL， 即 1 x 105 / 头 个 细菌 。 用 生理 盐水 配制 OD 0.1 的 苏 芸 金 杆菌 液 (5 x 104 / 
uL 个 细菌 ) 作 为 致 病菌 诱导 源 ， 每 个 注射 20nL， 即 1 x 105 / 头 个 细菌 ， 均 诱导 1d 后 ， 
将 1 /2 的 晴 收 集 血 淋巴 ， 经 高 速 离心 做 成 诱导 后 体液 ， 再 用 活 细菌 直接 计数 法 测定 在 
20 min 内 其 体液 对 大 肠 杆 菌 的 抗菌 活性 。 另 1 /2 诱导 后 的 晴 观 察 其 生活 力 及 发 育 情况 ， 
结果 见 图 3. 

从 图 3 可 以 看 出 对 栋 价 灌 育 肾 注 射 等 量 的 病原 菌 或 非 病 原 菌 诱导 后 ， 两 种 体液 对 大 
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肠 杆菌 的 抗菌 活性 差别 不 显著 。 大 肠 杆菌 诱导 的 体液 在 最 初 5 min 内 杀 死 大 肠 杆菌 数 为 
2.1x104 个 ， 相 对 杀 死 率 为 $2.$3%。 苏 等 金 杆菌 诱导 的 体液 最 初 Smin 内 杀 死 的 大 肠 杆菌 
数 为 2.4x 10 个 ， 相 对 杀 死 率 为 60%。 但 不 同 诱导 源 对 析 蛋 肾 的 生活 力 及 发 育 的 影响 却 
是 显著 的 ， 注 射 苏 芸 金 杆菌 的 肾 , 3d 后 肾 体 变 黑 ， 湖 即 死亡 ， 注 射 大 肠 杆菌 的 肾 在 25 C 
条 件 下 15d 后 正常 羽化 。 这 一 结果 说 明 致 病菌 与 非 致 病菌 诱导 的 体液 虽然 早期 (20min 
A) 抗菌 活性 差别 不 显著 ， 但 致 病菌 诱导 的 免疫 力 不 足 以 攻克 病菌 的 侵害 ， 因 此 3 d 后 陆 
续 出 现 死 亡 ， 而 非 致 病菌 诱导 的 免疫 力 对 昆虫 起 着 某 种 保护 作用 ， 足 以 对 抗 大 肠 杆 戎 在 
昆虫 体内 的 繁殖 ， 虫 体能 正常 的 羽化 。 


24 ”诱导 剂量 对 抗菌 活力 的 影响 


用 生理 盐水 配制 Am OD 分 别 为 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 和 0.5 的 大 肠 杆菌 液 ， 按 每 头 20 uL 
注入 杆 短 晴 内 ， 诱 导 2d 和 4d 后 ， 分 别 收 集 血 淋巴 。 离 心 后 收集 上 清 液 ， 用 抑 菌 斑 法 测 
定 其 抗菌 活力 ， 结 果 见 图 4. 


4 e—e 苏 芭 金 杆菌 诱导 
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图 3 ”病原菌 与 非 病原 菌 诱导 1 d 后 体液 图 4 ”注射 不 同 剂 量 的 大 肠 杆菌 后 
的 抗菌 活性 体液 的 抗菌 活力 


从 图 4 可 以 看 出 ， 对 梓 乔 滞 育 晴 注 射 不 同 浓度 (OD 0.1 ~ 0.5) 的 大 肠 杆菌 ， 体 液 的 
抗菌 活性 差异 不 显著 。 诱 导 2d 后 的 体液 抑 菌 斑 直 径 为 0.75 ~ 0.85cm。 诱 导 4d 后 的 体 
液 抑 菌 斑 直 径 在 10 ~ 1.3cm 内 。 但 注射 OD 0.5 AFERA 2d 后 没有 出 现 死亡 ， 
而 诱导 4d 后 的 晴 出 现 了 死亡 。 这 说 明 注 射 细 菌 的 剂量 在 一 定 范围 内 对 体液 的 防卫 能 力 
不 产生 影响 ， 但 超过 一 定 限 度 后 ( 例如 OD OS, ， 既 使 是 非 病 原 菌 也 可 以 突破 昆虫 的 防卫 
能 力 而 引起 死亡 。 
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HUMORAL DEFENCE OF DIAPAUSING PUPAE OF 
ANTHERAEA PERNYI 


Ren Shuxian Yuan Lijiang 
(College of Life Science, Peking University Beijing 100871) 


Abstract Some characteristics of the humoral defence substance of diapausing pupae of 
Antheraea pernyi were investigated. The results showed that: (1) After 6 hours of induction 
with Escherichia coli k—12 antibacterial substance appeared in the haemolymph of the 
pupae. The antibacterial activity rose to the peak on the 7th day, and disappeared after 
15 days. The antibacterial activity induced by injection of salt solution was weaker than 
that by E. coli, and maintained only about 10 days. (2) In addition to E. coli, Bacillus 
thuringiensis, Bacillus subtilis as well as Staphlococcus aureus were also susceptible to 
haemolymph treated with E. coli. The bactericidal effect of the treated haemolymph was 
stronger in the first 5 minutes than in the later 15 minutes and was stronger in that in- 
duced with E. coli than that with salt solution. (3) B. thuringiensis had the same effect of 
inducing antibacterial activity as E. coli; but the diapausing pupae treated with B. 
thuringiensis could not devolop and all died after 3 days, while those treated with E. coli 
eclosed normally. (4) Different dosages within a certain range of E. coli produced the same 
effect on induction of antibacterial activity. 


Key words Antheraea pernyi pupa, validity period, antibacterial activity, induction source, 
induction quantity 


